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論 文 内 容 要 旨
(背 景)
Periostinはosteoblast-specificfactor2として 同定 され,骨 や歯 牙,血 管 の形成 に重要 な役割
を果たす分泌 蛋 白である。 また,periostinはTGFβやBMP2に よ って誘導 され細胞接着や増殖
に重 要 な働 きをす る分子 と して注 目されて いる。 私は,periostinが細胞 接着 に重要 な役割 を果た
す事 か ら,EpithelialtoMesenchymalTransition(EMT)と関連す る分泌 蛋 白で ある と推測
した。 実際癌化 に も関与 してい るとの報告が散見 され るが,そ の働 きは癌細胞 に対 しAkt/PKB
pathwayを介 して増殖 の働 きを呈す との報告 や,逆 に足場 非依存 性増殖 を抑制す るという報告
もあ り見解 が一致 していな い。
(目 的)
膵癌 にお けるperiostinの発現,機 能,な らびにEMTへ の関連 を明 らかにす ること。
(方 法)
(1)Periostin特異 的抗 体 を 用 いて免 疫 染 色 を 行 い膵 癌 等 にお け るperiostinの分 布 を 明 らか にす
る こ と。(2)各 種 膵 癌 細 胞 株,各 種大 腸 癌 細 胞 株,線 維 芽 細 胞 株(KMST1),血 管 内 皮 細 胞
(HUVEC),ヒ ト膵 星 細 胞(PSC)に お け るmRNAの 発 現 をRT-PCR,realtimePCRを 用
い て 確 認,蛋 白 の発 現 をWesternblotにて 確認 す る こ と。(3)PeriostinとPSCの局 在 を調 べ
る た めperiostinとαSMAの 特 異 抗 体 を用 いて 二 重 蛍 光 染 色 を行 う こ と。(4)新 鮮 凍 結 標 本 か ら
LaserCaptureMicrodissection(LCM)を用 い て癌 部 と周 囲 間 質 の 細 胞 群 を そ れ ぞ れ 削 りだ
し,そ のRNAを 抽 出 し,periostinの発 現検 討 をmRNAleve1で 行 う こ と。(5)膵 癌 細胞 がPSC
のperiostin分泌 へ 及 ぼす 影 響 を調 べ るた め,膵 癌 細 胞 株Panc1と 不 死 化 したrat-PSC(SIPS)
を共 培 養 し,ラ ッ ト特異 的 なprimerを用 い てSIPSに お け るperiostin発現 の変 化 を調 べ る こ と。
(6)293T細 胞 にperiostin発現vectorを導 入 し,そ の 細 胞 上 清 でPanc1の 移 動 能 をwound
healingassayで検 討 す る こ と。(7)Periostinの膵 癌 細 胞 に お け る影 響 を 調 べ るた め,periostin
発 現vectorを用 い てPanc1のperiostin安定発 現 株(PP1)を 樹 立 す る こ と。(8)PP1とPanc1
を 用 い て 機 能 解 析 を行 う こ と。(9)免 疫 蛍 光 染 色 とWesternblotを用 い上 皮 系 な らび に 間葉
系 マ ー カ ー の 発 現 を 調 べ る こ と。(10)Panc1とPP1を ヌ ー ドマ ウ ス の皮 下 に移 植 し増 殖 能 を
検 討 す る こ と。(11)Panc1とPP1を ヌ ー ドマ ウ スの 膵 に 同所 移 植 しそ の 転 移 能 を 検 討 す る こ
と。
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(結 果)
(1)Periostinの特異抗体を用い,各 種組織 の免疫染色 を行 った ところ癌腺管 および正常腺管に
は発現 を認 めず,線 維化 を伴 う周囲間質部 に強 い発現を認 めた。(2)膵癌細胞株,大 腸癌細胞株,
線維芽 細胞株 で はperiostinの発現はほ とん ど認 めないが,HUVECお よびPSCでperiostinの発
現 を認 め,realtimePCRにおいてPSCに お ける発現が特 に高 い こ とが明 らか にな った。(3)
二重 蛍光染 色 において癌腺管周 囲にperiostinとαSMAが 共 発現 して いた。(4)LCMを 用 いた
組織上 のmRNA発 現 の検討では,periostinは癌で発現が少 な く癌周 囲間質 で強 く発現 して いた。
(5)Panc1とSIPSを共 培養す ると,SIPSにおけ るperiostinのmRNA発現 が増加 した。(6)
Periostinが含 まれ た細胞上清 でPanc1を培養 す ると,そ の移動 能 が低 下 した。(7)Periostin強
制発現 のPanclstablecellline(PP1)を樹 立 した。(8)PP1とPanc1を用 いて機能解 析 を
行 った ところ,PP1に お いて細胞増殖能 と足場非依存性増殖 に明 らかな変 化 は認 めなか ったが,
形 態 はPanc1で見受 け られ るよ うな紡錘形 の間葉系様細胞 が消失 し,細 胞間 が密な立方状敷石
状 の上皮様 形態へ と変化 した。 また,woundhealingscratchassay,migrationassayにおい
てPP1の 移動能 の低下 を認めた。(9)PP1において上皮 系 マー カー(E-cadherin,βeatenin)
の発 現上昇,間 葉系 マーカー(N-cadherin,Vimentin)の発現低 下 を認 めた。(10)ヌー ドマウ
スの皮下 移植 でPP1の 増殖能 は抑制 され,(11)また膵 の同所移 植 で もPP1の 肝臓 への転移 は
抑制 され た。
(結 論)
、Periostinの発現 は癌 細胞 にみ られず,PSCで 高 発現 していた。 また,そ の強制発現 によ って
EMTが 抑 制 され,ヌ ー ドマ ウスにおけ るinvivoの実験 にお いて も増殖 能,転 移能 が抑制 され
た。 す なわ ちPSCか ら分泌 され るperiostinによ り膵 癌のEMTが 抑制 され てい る可 能性が示 さ
れ た。
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審 査 結 果 の 要 旨
我 々は,癌 が転移 を来す最初 の過程 に癌細胞 でみ られ る細胞間接着が弛緩 し,上 皮 の性質 が消
失 し,間 葉 系 の 性 質 を 獲 得 し移 動 能 を示 す 現 象 で あ る上 皮 間 葉 形 質 転 換(Epithelial-
MesenchymalTransition;EMT)につ いて研究 を重ねて きた。Periostinは細胞接着 に重 要な
役 割を担 う分泌蛋 白 と して同定 され,近 年癌 において もそ の役割 が報告 されてい るが,膵 癌にお
ける役 割 は明 らかで はない。 私は,periostinが細胞接着 と関連 があ る ことか ら上皮 間葉形 質転
換(Epithelial-MesenchymalTransistion:EMT)と関連 し癌 の転 移 に重要 な役割 を担 う分泌
蛋 白ではな いか と推 測 し,膵 癌 におけるperiostinの役 割を研究 した。 免疫染色,免 疫蛍光染色
において,膵 癌細 胞 にはperiostinの発現は認 めず,そ の周囲間質 で強 い発 現 を認 めた。Laser
CaptureMicrodissectionを用 いた膵癌組織中mRNA発 現 の検 討で は,同 様 にperiostinは癌細
胞 で 発 現 せ ず,周 囲 間 質 で強 く発 現 して い た。 各 種 癌 細 胞,並 び に膵 星 細 胞(pancreatic
stellatecell:PSC)のperiostin発現 をRT-PCRにて調べ た ところ,癌 細胞で は発現 を認 めず,
PSCで強 い発現 を認 めた。Periostinを含ん だ細胞上 清で膵癌 細胞 株Panc1を培養 し,wound
healingscratchassayを施行 した ところ,Panc1の細胞移 動能が低下 した。 また,ratから分
離 したPSCとPanc1を共培 養 した結果,PSCに おけ るperiostinのmRNA発現 が増強 され,膵
癌細胞 とPSCが 相互 に作用 している ことが示 され た。Periostinの機 能 を解析 す るため,Panc1
にperiostin発現 ベ クターを導入 し,強 制発現株(PP1)を 作成 した。PP1は,細 胞形 態がPanc1
本来 の間葉系細 胞様の紡錘形 の形態 か ら立方形状敷石 状の上皮様形 態へ と変化 して いた。 また・
この細 胞株 で は上皮 系 マー カー(E-cadherin,β一catenin)の発 現 亢進 と,間 葉 系 マ ーカ ー
(vimentin,N-cadherin)の発現減弱 を認 め,EMTが 抑 制 され ていた。 さ らに,PP1は コ ン ト
ロー ル細胞 と比 べ,invitroにお ける細胞移動能 の低下,ヌ ー ドマ ウスの皮下移 植 における増殖
能 の低下,ヌ ー ドマ ウスの膵への同所移植の転移能 の低下 を示す ことが確認 された。 これ らの結
果か ら,periostinは膵癌 細胞株 との相 互作用 に よ ってPSCか ら分泌 が誘導 され,膵 癌細胞 の
EMTを 制御 し転移 を抑制 す る可能性が示 された。
本論文 の内容 は,最 終審査終了時点で,第 一次審査 にお いて指摘 された不備 が適切 に修正 され
て お り,審 査 の結果,本 論文 内容が十分学位 に値 す ることが確認 された。 よ って,本 論文 は博士
(医学)の 学 位論文 と して合格 と認 める。
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